Fibroblast Growth Factor-5の脳内発現に関する研究 by 服部, 喜之
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同定されており (Fig.1-1)、アミノ酸配列の相向性は30"-'79 %である(1，2，3， 1， 5， 
6，7，8，9， 10， 11， 12， 13， 14， 15)0 18種類のFGFの中でもプロトタイプである
acidic FGF(aFGF)とbasicFGF (bFGF)は胎児及び成体の様々な臓器に発現してい
るが、 FGF-3、FGF-.J、 FGF-52之びFGF-6は胎児や腫蕩細胞において、 FGF-7は
腎臓、結腸、回腸などの」部の成体組織において主に発現している(1，2，3，4，ふ 6，
7)。又、 FGF-8とFGF-9はそれぞれマウス乳癌細胞とヒトグリオーマ細胞から、





















nl~'\; . 叫ま海馬、視床、大脳皮質の神経細胞に弱く、 FGF-9nlR~.Aは広い領域の神







日、 7日、 11日、 15日、 49日齢のラット脳を用いて検討を行った。その結果、ほと
んどのFGFm陀礼主は成体での発現領域と同じ領域で生後間もなくから成体まで持
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Figure 2-1. Localization of aFG F--FG F-1 0 mRNAs in consecutive coronal 
sections of the rat brain. Coronal sections were hybridized with a 35S-1abeled antisense 
RNA probe for each mRNA， and exposed to X-ray film for 10 days. Cx， cerebral cortex; Th， 
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Figure 2-2・Localizationof aFGF mRNA in the rat brain.Bright-field (A，c，E) ，nd dark-field (B，D，F)photomicro-graphs .coronal sections labeled with a35s-trzzzh℃rJr立ぷ::teLt:121出2122tT212J2
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Figure 2-3. Cellular localization of aFGF mRNA in the anterodorsal thalamic 
nucleus (A)， oculomotor nucleus (B) and hypoglossal nucleus (C). Bright-field 
photomicrographs. Coronal sections labeled with a 3ち-labeledaFGF antisense RNA probe 
were dipped in liquid emulsion， and counterstained with cresyl violet after 3 weeks of 
exposure. Black grains in the photomicrographs show the localization of aFG F mRNA. Arrows 
and arrowheads indicate neurons and glial cells， respectively. Scale bar=40μm. 
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Figure 2-4.Localization of bFGF mRNA in the rat brain.Bright-field (A，C)and 
dark-field (B，D)photomicrographs.coronal sections labeled with a35s-labeled aFGF 
主力二rA2;己主?fロ;uzrロムヨニロt立?3J2ト22JZ
fields of the hippocampus; Scale bar= lmm. 
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Figure 2-5. Cellular localization of bFGF mRNA in the tenia tecta (A)， indusiurn griseum (B)， CAl region of the hippocampus (C) and cere bral cortex (D). Coronal 
sections labeled with a 35S-1abeled bFGF antisense RNA probe were dipped il liquid ernulsion， 
and counterstained with cresyl violet after 3 weeks of exposure. Black grains il1 the photomicrographs show the localization of bFGF mRNA. Arrows and arrowheads indicate neurons and glial cells， respectively. Scale bar=40μm. 
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Figure 2-6. Localization of FG F-9 mRNA in the rat brain. Bright-りeld(A， C) and dark-field (B，D)photomicrographs.Coronal sections labeled with aぬ S-labeledFGF-9 211tisfilse RNA probp were dipped in liquid emulsion，and counterstail1ed with cresyi violet ifW3weeks ofGxposm3，oculomotor nucleus;R，red nucleus;12，hypoglossal nucleus; 
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Figure 2-7. Cellular localization of FGF-9 mRNA in the red nucleus (A)， lateral reticular nucleus (B)， cerebral cortex (C) and thalamus (D). Bright-field photomicrographs. Coronal sections labeled with a 3ち-labeledFGF-9 antisense RNA probe were dipped in liquid emulsion， and counterstained with cresyl violet after 3 weeks of exposure. Black grains in the photomicrographs show the localization of FG F -9 mRNA. Arrows and arrowheads indicate neurons and glial cels， respectively. Scale bar-40μn1. 
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2253izrrvfZJ2222ニト173T247円引i出
lぬeled同 F-IOantise闘な prぬewz:ft1i:2立;r泊。ニJCA3k地 of出with cresy凶lviolet after j kh S of eXE l LP，lateral posterior t出ha叫lami比cnudeus; 10， hippocampus以;LD， laterodorsal thalamic nucleus; 
inferior olive. Scale bar= lmm. 
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Figure 2-10. Localization of FGF-5 (A) and FGFR-4 (B) mRf、JAsin coronal 
sections of the rat cerebellum at different stages of post-natal development 
(P2， P7， P11， P15 and Adult). Coronal sections of the rat cerebelllum were hybridized 
with :l'-S-labeled FGF-5 or FGFR-4 antisense RNA probes and exposed to X-ray film. Cb， 
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Figure 2-11. Localizatlon of FGF-5 (A. B) and FGFR-4 (C. D) rnRNAs in coronal sections of the rat cerebellum (P11). Coronal sections of the rat cerebellum were hybridized with SS-labeled FGF-5 or FGFR-4 antisense RNA probes. The labeled sections were counterstained with Cresyl violet. Bright- (A. C) and dark- (B， D) field photomicrographs. White grains show localizations of FGFR-4 mRNA and FGF-5 mRNA. respectively. EG. external granule layer; Mol， molecular layer; IG， internal granule layer. Scale bar=200μrn. 
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Figure 2-14. (A) Coomassie blue 
protein staining and (B) immuno-
bloting analysis to show the 
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Figure 2-15. (A) Coomassie blue 
protein staining and (B) immuno-
bloting analysis to show the 
expression of the solubleFG FR-4 in 
culture supernatant of High Five 
insect cells. 
-25-
Association Dissociation Equilibrium 
constant (M) constant (M) dissociation constant (M) 
aFGF 2.27X 105 5.77 X 10-3 2.54X 10-8 




































FGFR-4に対し解離速度平衡定数 2.54 X 10-8(M)の親和性を示し、その結合速度定
数は5.77X 10-3 (M)、解離速度定数は2.27X 10 -6 (M)であった。この結果よりFGF-5
はFGFR-4に対しaFGFの半分ほどの親和性を持っていることが判り、 FGF-5は
FGFR-4と結合できることが明らかになった。




























[lJ ラット組織中からの~~，，<\の調製~~Aは、 wistarラットの様々な組織より guanidinium thiocyanate-phenol-
chloroform抽出法によって単離した(43)0Poly (必十は、 oligo (dT)セルロース
(Collaborative Reserch Inc. Type 2)を用いて調製した。
[2JラットaFGF'"'"FGF-IO cDr¥Aの単離
ラyト胎児、腎臓のの);Aは、それぞ、れ5μgのPoly (10 _.を300 unit の~olonて
m日付neleukemia virus由来の逆転写酵素 (GIBCO-BRL)、 15 unitのhuman胎盤献の~R.'\'ase inhibitor附 koPure Chemω， Japan) 及び0.5μgの6塩基から
なるランダムプライマーを含む反応液中に加え、 37
0
C，60分間反応を行い合成へたoaFGF 及び~FGF cD:¥，-¥(508，十l2bp)は報告されている配列を元に特異的なフライLーを作製し肌F，C:\TCG~-\C~-\G廿GCTGCTGAG ， GC八CCCAG1~t\C/\CTCC-
γf.-¥GTC; bFGF， GC.AGC.-¥TCACτ寸CGCτ寸CCC， GACAτ寸GGAAGi¥AACA-
GT人T)、ラット胎児cD:¥'.i¥からPCR増幅した (44，45) 0 FGF -9 cD:'¥.r¥(396bp)は報
科されている配列を元に特異的なプライマー(GCAGCTGTACTGCAGGACTG，寸GTC.¥GG GTCCr¥CTGGTCT)を作製し ラyト腎臓からPCR増幅したω)0FGF-
10 cD:¥"人(750bp)は報告されている配列を元に特異的なプライマー(C廿 C.AAGTA-
TGγrCTTCTG， GGC. ~主人G.AGTCATIGG'γrGT) を作製し、ラット胎児 cDNAか




で相向性が高い領域から FGF-8 プライマー (AGCATGTGAGGGAGCAGAG， 
TAGTI -GAGGAAαGAAGCG)を作製し ラソト胎児 cDNAからPCR増幅した
(8，50)。それらのcDNA断片は、 pGEM-TDNA vector (Promega Co. )にクローン
化した。ラット FGF-4，FGF-5， FGF-6 cDNA (328，352， 346 bp)は、報告されて
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いたマウスのFGF-4(51)，FGF-5 (52)， FGF-6 (53)のアミノ酸配列の相向性が高い




35S標識R.~Aプローブは、クローン化したDNAより [α 35SJ lTP (Boehringer 







formaldehyde/PBS (pH 7.5)にて15分間固定を行い、 PBSで3分間洗浄した。次に
lμg / ml proteinase K処理を、 37 CCで 10分行い、再び~BSで洗浄後0.25%酢酸を
含むO.lMtriethanolamine/0.9 % :¥aClで10分間処理した。最後にアルコール系列
による脱水とchloroformによる脱脂を行い、前処理を終了した。プレハイブリダイ
ゼーションは、フレハイブリ夕、イゼーションバッファー(50% formamide， 4 x SSC 
(lxSSC: 0.15M NaCl/0.015M sodium citrate， pH 7.0)， 2.5XDenhardt' s 
solution (0.05% polyvinylpyrrolidine， 0.05% bovine albumin， 0.05% Ficoll)， 






μg/ml RNaseを含むRNaseAバッファー(0.5M='JaCl， 10mM Tris/HCl及び、1mM










ラットFGFR-4 cDNAは、 FGFR-1---4までの4種類のレセプターでアミノ酸配列の問主が高い領域 (EDAG町 E~1EMM同から縮重フ。ライマーを作成し仇 22 ，














発現誘導させた。そして大腸菌を可溶化後、 GlutationeSepharose 4B affinity 

































せたgoatanti-rabbit IgG (Cappel)を、 GST抗体を反応させた膜にはhorseradish
nproxidaseを結合させたrabbitanti-goat IgG (Southen Biotechnology おSOCia川山それぞれ郎で川附希釈し室温で一時間反応させた。そ
minescent horseradish peroxidase してこの膜をPBS-Tで4回洗浄し、 chemilu
substrate (ECL， Amersham)を反応させた。発光反応は、 X線フィルム(RX














60 80 100 
SSGSRGRSSATFASSSASSPVAASPGSQGSGSEHSSFQWSPSGRRτ'GS LYCRVG IGFHLQ 
SSGSRGRSSATFASSSASSPVAASPGSQGSGSEHSSFQWSPSGRRτ'GSLYCRVGIGFHLQ 
















Figure 3-1. Amino acid sequences of rat FGF-5 and its truncated form. 
Nurnbers indicate amino acid positions of rat FGF-5 and its truncated form. Asterisk 
著者はFGF-5cDNAを胎児 cDNAから縮重プライマーを用いてHon101ogybased 
その構造FGF-5とは構造の異なるcDN.Aを単離した。PCR法により単離する際に、

















P 0 G K V N G S H B A S V 
ーーー '山 cα:;GAτ'GGCAAAGτ'CAAτ'GGATCCCACGAAGCCAGτm




L S 1 L B 1 F A V S Q 









151 152 Exon 3 
H A S A K F T 0 0 C K 
CCAτちCAAσrgtaagtagaa--- 15 kb -・ccacctctagGCCAAATTTACAGAτ芯ACTGTA
Q 1 Y R 
このcDNAのうJ末端から117個のアミノ121個のアミノ酸残基をコードしており、
このことからFGFーらと同じであった (Fig.3-1)。酸残基をコードする塩寒配列は、
FGF-5のC末端を半分ほど欠失した欠失型FGF-5をコードしているこのcDNAは、 F R B R 
AGTTCAGGGAGAGA ---
Figure 3-2. Nucleotid sequences of exon/intron boundaries of the rat FGF-5 
gene. Exon and intron sequences are indicated by capital letters and lower case letters， 
respectively.Numbers above amino acids indicate the positions of rat FGF-5.An asterisk 




FGF-5 cDNA，欠失型 FGF-5cDNAをFGF-5遺伝子と比較したところ、 FGF-5
mRNAがエキソン1'"'-'3の3つのヱキソンにより構成されているのに対し、欠失型
FGF-5 mRNAは、ヱキソン1とエキソン3の2つのエキソンにより構成されていた
















bp 1 2 3 4 5 6 7 8 
117 118 151 152 
SVLS 同¥ 工LE工 LBAS ，戸、、 AKFT . 、 .， 、
a， 』 、
FGF-5 mRNA 










Figure 3-3. Schematic represention of the mechanism of the rat FGF-5 variant 
mRNA generation. Open-boxes and black bars represent exons and introns， respectively. 
The corresponding amino acids are also indicated and numbered according to the sequenc巳
of rat FGF-5. 
? ???
Figure 3-4. Expression of the rat FGF-5 mRNA and its variant (A) and the rat 
s -actin mRNA (B). cDNAs were synthesized from the rat embryo and adult tissue RNAs. 
The FGF-5 cDNA. its variant and the s -actin cDNA were amplified from the cDNAs by 
PCR. The amplified products were fractionated by electrophoresis on polyacrylamide gel (8 
%)， and stained with ethidium bromide. 1 embryo; 2， brain; 3， muscle; 4， heart; 5， lung; 6， 
















Figure 3-5. (A) Coomassie blue protein 
staining and (B) immunobloting 
analysis to show the expression of 
truncated form FGF-5 in E. coli. 
A 13 
17G 
Figure 3-6. (A) Coomassie blue protein 
staining and (B) immunobloting 
analysis to show the expression of 
soluble FGFR-l in culture supernatant 







度平衡定数 6.43x 10 -8(M)の親和性を示した。又、 FGF-5はFGFR-1に対し解離速
度平衡定数4.36x 10毛Gv1)の親和性を示したことから、欠失型FGF-5はFGF-5と比









FGF-5 1.34 x 105 




FGF-5 3.73 x 105 
truncated 2.09 x 105 







1.73 X 10-2 
2.14x 10-2 
EQuilibrium 
dissociation constant (M) 
4.36 X 10-8 
6.43 X 10-8 
EQuilibrium 
dissociation constant (M) 
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1.02x 10-7 
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truncated form FGF-5 
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Figure 3-7. Effects of increasing amounts of FGF-5 alone (A) and truncated 
form FGF-5 alone (B) on NIH fibroblast mitogenesis as assessed by WST-l 
assay. (C) Effects of increasing amounts of truncated form FGF-5 on NIH 





























欠失型FGF-5 cDNAは、 FGF-4， 5， 6のアミノ酸配列の相向性が高い領域
(VG IG FH，THFLPR)の縮重フライマーを用いてをラット胎児よりPCR増幅した。得








領域にプライマーを作製しCintron 1， ATCTGCAGATCTACCCGGAT， AGITG-
CATGGAGIIIICCl寸寸: intron 2. GGAA~~Tr\1TfGCTGTGTCTCAGGG­
GAITGT， AAGTGGGTGGAGACGTGCTGGGGTTTGA)、Lt¥Taq pOIymarase 







































3X 103個のNIH3T3細胞を96ウェルプレートに、 10% fetal bovin serum含有D-
MEM培地 (GibcoBRL)で24時間培養後、 0.1%fetal bovin serum含有D-~\1EM培
地に置換した。更に24時間培養後、種々の濃度のGST融合FGF-5あるいは欠失型
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